Pengaruh Polifenol Teh Hijau Terhadap Produksi Tnf-a (Tumour Necrosis Factor-a) Pada Kultur Sel Trofoblas Manusia Yang Dipapar Glukosa Tinggi 33 Mm by Aisah, S. (Siti) et al.
Pengaruh Polifenol Teh Hijau Terhadap
Produksi Tnf-A (Tumour Necrosis Factor-A) Pada
Kultur Sel Trofoblas Manusia Yang Dipapar
Glukosa Tinggi 33 Mm
Siti Aisah1, Sasmito Djati1, Husnul Khotimah2
ABSTRACT
The purpose of this research was to study the effect of green tea polyphenol to TNF-á
production on human trophoblast cell culture exposed by 33 mM glucose. Trophoblast culture
isolated from human fetal placental tissue by sectio caessaria. Monolayer trophoblast cells that
had been incubated for 3 days at 5% CO2; 37°C were divided into 2 groups: (1) normal glu-
cose (5 mM) and (2) glucose 33 mM exposure, both divided into 2 sub groups: (a) without green
tea polyphenol treatment, and (b) green tea polyphenol treatment 0,1; 0,2; and 0;4 mg/ml.
Cells incubated for 3 days at 5% CO2; 37°C then analyzed cytotrophoblast cells characteristic.
TNF-á level was measured by ELISA and analyzed with oneway ANOVA. Immunocytochemis-
try showed the number of cells that expressed TNF-á then analyzed descriptively. The results of
this study showed that TNF-á level at 0,1; 0,2; and 0,4 mg/ml polyphenol were 2804,333 ñg/
mL; 2513,222 ñg/ml; and 2739,889 ñg/ml respectively compared with 2739,889 ñg/mL normal
glucose without polyphenol, and 2721,000 ñg/mL; 2612,111 ñg/mL; and 2566,555 ñg/mL com-
pared with 2621,000 ñg/mL glucose 33 mM exposure without polyphenol. Number of cells that
expressed TNF-á with 0,1; 0,2; and 0,4 mg/ml polyphenol treatment were 0 %; 2 %; and 5,5 %
compared with 0 % normal glucose without polyphenol, and 82 %; 0 %; and 0% compared with
3 % glucose 33 mM exposure without polyphenol. Green tea polyphenol exposure for 3 days at
0,1; 0,2; and 0,4 mg/ml didn’t significantly affect the decreasing of TNF-á production.
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Latar Belakang
Penyakit diabetes mellitus pada
kehamilan disebut GDM (Gestational Dia-
betes Mellitus) yang dikarakterisasikan
dengan hiperglikemia (tingginya kadar
glukosa dalam darah) serta abnormalitas
biokimia yang menyertai pada kejadian
diabebetes mellitus (DM) tipe-2 (Wolf, et al.,
2002). Hasil penelitian Diabetes Control dan
Complications Trial (DCCT) menunjukkan
bahwa hiperglikemia merupakan faktor
utama penyebab terjadinya diabetes dan
perkembangan dari komplikasi vaskuler DM
(Jakus, 2000). Hiperglikemia meningkatkan
pembentukan radikal bebas melalui berbagai
mekanisme, salah satunya adalah melalui
pembentukan stres oksidatif. Hiperglikemia
akut pada diabetes yang diinduksi stress
oksidatif intraseluler, dikarakterisasikan
dengan peningkatan kadar radikal bebas ROS
(Reactive Oxygen Species) yang signifikan
dan penurunan kemampuan antioksidan
(Coughland, et al., 2004). Radikal bebas
merupakan atom, molekul atau senyawa yang
mempunyai elektron yang tidak berpasangan
sehingga bersifat tidak stabil dan mempunyai
reaktivitas yang tinggi (Wuryandari, 2002).
Reaktivitas radikal bebas dapat
dihambat atau dihentikan oleh suatu
substansi antioksidan sehingga dapat
menghambat kerusakan oksidatif suatu
molekul (Halliwel dan Gutteridge, 1998).
Stres oksidatif terjadi jika terdapat
peningkatan pembentukan radikal bebas dan
penurunan kapasitas antioksidan endogen.
Oleh karena itu dibutuhkan tambahan asupan
antioksidan eksogen melalui berbagai
sumber untuk mencegah terjadinya stres
oksidatif. GDM merupakan kehamilan
dengan intoleransi glukosa yang terjadi pada
1,9-3,6% wanita hamil di Indonesia
sedangkan komplikasinya terjadi sekitar 2-
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4% di dunia. GDM secara signifikan
menyebabkan fetal macrosomia (bayi
berbadan besar), perinatal mortality (angka
kematian bayi yang berusia kurang dari 28
hari), dan resiko maternal yang sama seperti
pada diabetes tipe 2 (Coughland, et al., 2004).
Sekitar 40-60% wanita yang pernah
mengalami GDM pada pengamatan lanjut
pasca persalinan akan mengidap diabetes
mellitus tipe 2 (Suparman, 2007). Pada kasus
GDM, tingginya kadar glukosa dalam darah
maternal akan ditranspor juga ke fetal
melalui plasenta sehingga menyebabkan
terjadinya gangguan metabolisme baik pada
maternal maupun fetal. Gangguan
metabolisme tersebut akan berimplikasi pada
abnormalitas komposisi glukosa pada
sirkulasi fetal yang memungkinkan
terjadinya berbagai komplikasi pada fetal dan
akan merangsang pertumbuhan yang
berlebihan.
Produksi sitokin sebagai mediator
inflamasi diduga berkaitan dengan
pembentukan ROS yang berlebihan. Sitokin
mempunyai peran penting dalam
patofisiologi yang diekspresikan pada
kondisi abnormal pada plasenta janin selama
kehamilan. Regulasi sitokin dipengaruhi oleh
stres oksidatif. TNF-á (Tumor Necrosis Fac-
tor-á) diproduksi oleh plasenta dan
kemunculannya berhubungan dengan
beberapa kejadian metabolik. Sitokin TNF-
á berpengaruh terhadap patogenesis pada
diabetes tipe 2, tetapi sedikit data yang
menyebutkan tentang pengaruh sitokin TNF-
á terhadap GDM yang memiliki abnormalitas
biokimia yang sama dengan diabetes tipe 2
(Coughland, et al., 2004).
Berbagai terapi telah banyak
dikembangkan untuk mengatasi gangguan
GDM, termasuk diet, olahraga dan
penggunaan berbagai macam terapi herbal.
Penggunaan obat-obat penurun kadar
glukosa oral tidak dianjurkan bagi wanita
hamil menurut American Diabetes Associa-
tion. Oleh karena itu, perlu dikaji salah satu
bahan alam yang dapat dikembangkan
sebagai terapi dalam mengatasi GDM yang
terkait dengan stres oksidatif. Salah satu satu
bahan alami tersebut adalah teh hijau dengan
komponen aktif yang disebut polifenol.
Polifenol pada teh hijau adalah flavonol dan
catechin sedangkan komponen polifenol
pada teh hitam adalah theaflavin dan
theaburigin. Menurut Mc Kay dan Blumberg
(2002) melaporkan bahwa kemampuan
polifenol menangkap radikal bebas 100 kali
lebih efektif dibanding vitamin C dan 25 kali
lebih efektif dari vitamin E. Selain itu, teh
hijau memiliki komponen polifenol yang
yang lebih banyak dibandingkan dengan teh
hitam. Penelitian Yang, et al. , (1998)
menunjukkan peran teh hijau sebagai anti
inflamasi, penghambatan pada NF-kB
sehingga menurunkan pembentukan sitokin
proinflamasi (TNF-á dan IL-1) pada mac-
rophage cell line RAW264.7 dan makrofag
peritoneal. Hal ini sesuai dengan laporan Ann
dan Zigang (2003) yang menunjukkan bahwa
EGCG mampu menghambat produksi
hidrogen peroksida (H2O2) yang diinduksi
oleh UVB pada normal human epidermal
keratinocytes (NHEK). Polifenol EGCG
pada teh hijau telah diketahui mampu
melakukan penghambatan keradangan yang
terkait dengan produksi sitokin. Pada
penelitian ini, sel trofoblas yang merupakan
sel epitel penyusun jaringan plasenta dipapar
glukosa tinggi 33 mM sebagai model
kejadian eksperimental kondisi
hiperglikemia pada kasus GDM. Dengan
adanya keterlibatan stres oksidatif dalam
patofisiologi GDM yang berimplikasi pada
inflamasi, maka perlu dilakukan pemberian
terapi polifenol teh hijau yang dilakukan
bersamaan dengan paparan glukosa 33 mM
sehingga diharapkan dapat mencegah atau
menghambat timbulnya komplikasi GDM.
Perlakuan polifenol teh hijau sebagai
antioksidan eksogen yang terkait dengan
kondisi stres oksidatif pada kasus GDM
diharapkan mampu menurunkan produksi
sitokin TNF-á sehingga perlu dikaji secara
in vitro pada kultur sel trofoblas dengan
paparan polifenol teh hijau.
Metode Penelitian
Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada bulan
Januari sampai bulan September 2008 di
Laboratorium Reprogen Rumah Sakit
Bersalin Mutiara Bunda, Ciujung, Malang;
Laboratorium Sentral Biomedik, Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang;
serta Laboratorium Fisiologi Hewan, Jurusan
Biologi, Fakultas MIPA, Universitas
Brawijaya, Malang. Jaringan plasenta nor-
mal melalui persalinan sectio caessarria
diperoleh dari Rumah Sakit Bersalin Mutiara
Bunda, Ciujung, Malang.
Prosedur Kerja
Isolasi dan Kultur Sel Trofoblas
Plasenta
Jaringan plasenta normal diperoleh
dari Rumah Sakit Bersalin Mutiara Bunda,
Ciujung, Malang dengan persalinan melalui
operasi sectio caessaria. Disiapkan botol
berisi larutan cord solution dari refrigerator
(suhu 4°C). Segera setelah kelahiran,
plasenta dipotong dan langsung dimasukkan
ke dalam larutan cord solution. Metode
isolasi dan kultur sel trofoblas dilakukan
berdasarkan modifikasi dari metode isolasi
secara enzimatik menurut Jones (1996).
Sebelumnya bagian dasar plate kultur 6 well
dilapisi cover glass dan ditetesi dengan ± 0,5-
1 ml gelatin (0.2%) dan diinkubasi selama ±
30-60 menit. Jaringan plasenta dicuci
menggunakan PBS-A steril (PBS-A) pH 7,4
yang mengandung antibiotik pen-strep dalam
cawan petri sampai terbebas dari darah.
Jaringan dipotong-potong sampai kecil ± 2
mm3 dan dibilas dengan PBSA steril pH 7,4
yang mengandung pen-strep, kemudian
dipipetting dan disentrifugasi pada 2500 rpm
selama 10 menit. Supernatan dibuang dan
pelet I diresuspensi dengan 5 mL medium
kultur serum free (M-199 + penstrep),
dipipetting dan disentrifugasi pada 2500 rpm
selama 10 menit. Supernatan dibuang dan
pelet II diresuspensi dengan medium kultur
yang mengandung serum (M-199 + pen-strep
+ 10% FBS), diambil sebanyak ± 500ìL
potongan jaringan dimasukkan pada plate
kultur 6 well dan diinkubasi pada inkubator
CO2 5%, suhu 37°C selama 30 menit.
Ditambahkan 1,5 ml medium M-199 yang
mengandung FBS 10% lalu diinkubasi pada
inkubator CO2 5%, suhu 37°C. Penggantian
medium kultur dilakukan setelah 24 jam
dengan M-199 + 10% FBS kemudian
ditumbuhkan kembali pada incubator CO2
5%, s uhu 37 °C selama 3 hari kemudian
dipanen.
Pembuatan Larutan Polifenol Teh Hijau
Larutan stok polifenol teh hijau
(40mg/ml) dibuat dengan menggunakan
serbuk polifenol teh hijau (Polyphenon 60
from Green Tea, Sigma). Dalam pembuatan
larutan stok, konsentrasi etanol adalah 1%.
Pada dosis 0,4 diambil 20 ìl larutan stok
ditambah 2 ml medium, untuk mendapatkan
dosis 0,2 mg/ml diambil 10 ìl larutan stok
ditambah 2 ml medium. Demikian juga untuk
membuat dosis 0,1mg/ml , diambil 5 ìl
larutan stok ditambah 2 ml medium.
Perlakuan Menggunakan Glukosa dan
Polifenol Teh Hijau
Perlakuan menggunakan glukosa
didasarkan pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Khotimah (2003), dengan
pemberian 33 mM pada HUVEC’s sebagai
model eksperimental kejadian GDM.
Konsentrasi glukosa 33 mM secara in vitro
setara dengan 594 mg/dl merupakan
konsentrasi patologis dan paparan 3 hari
sudah menyebabkan AGE (Advance
Glycosylated Endproduct) yang tergolong
irreversible. Kultur primer sel trofoblas yang
telah konfluen setelah 3 hari dikelompokkan
menjadi 2 kelompok perlakuan, yaitu (1)
glukosa normal (5 mM sebagai kontrol
negatif) dan dengan paparan glukosa 33 mM
(kontrol positif), masing-masing kelompok
dibagi menjadi 2 sub kelompok, yaitu (a)
tanpa perlakuan polifenol teh hijau dan (b)
perlakuan polifenol teh hijau 0,1; 0,2; dan
0,4 mg/ml. Selanjutnya setiap perlakuan
dikultur dalam inkubator
CO2 5%, suhu 37°C selama 3 hari.
Karakterisasi Sel Sitotrofoblas dengan
Metode Imunositokimia
Kultur trofoblas yang telah dipanen,
dilakukan karakterisasi sel sitotrofoblas
dengan metode imunositokimia. Kultur
trofoblas dicuci dengan PBS pH 7,4 selama
3x5 menit dan difiksasi dengan methanol
absolut selama ±2 menit. Dicuci kembali
dengan PBS pH 7,4 selama
3x5 menit. Kemudian dilakukan blocking
endogenous peroxidase dengan 3% H2O2
selama 20 menit, dicuci dengan PBS pH 7,4
selama 3x5 menit. Kemudian dilakukan
blocking unspecific protein dengan serum 5%
FBS yang mengandung 0,25% Triton X-100
dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruang.
Kemudian dicuci dengan PBS pH 7,4 selama
3x5 menit dan diinkubasi dengan antibodi
Mouse Anti-Human Cytokeratin-7 (1:500)
selama overnight pada 4°C. Plate 6 well
dikeluarkan dari refrigerator dan didiamkan
pada suhu ruang selama 30 menit. Dicuci
dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit.
Diinkubasi menggunakan antibodi sekunder
Goat Anti Mouse IgG biotin conjugated
1:500 (Kirkegaard dan Perry Lab) selama 1-
1,5 jam. Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama
3x5 menit dan ditetesi dengan SA-HRP
(Strep-Avidin Horse Radish Peroxidase),
diinkubasi selama 40-60 menit pada suhu
ruang. Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5
menit dan ditetesi kromogen untuk HRP,
yaitu DAB (3,3-Diamino Benzidine) yang
dilarutkan dalam DAB buffer/peroxide
(Sigma) dan diinkubasi selama 30-60 menit.
Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit.
Dilakukan counterstain dengan Mayer
Hematoxylen (1:10) selama 10 menit.
Kemudian dibilas dengan air kran dan cuci
dengan akuades, dikeringkan.
Dilakukan mounting dengan entellan dan
ditutup dengan coverglass selanjutnya
diamati pada mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400X.
Pengukuran Kadar Sitokin Proinflamasi
TNF-a dengan Metode ELISA
Kadar TNF-á pada kultur media
dikuantifikasi menggunakan immunoassay
dengan metode ELISA. Pengukuran TNF-á
dilakukan dengan menggunakan dua antibodi
monoklonal yaitu capture antibody dan re-
capture antibody. Dilakukan coating antigen
dengan menggunakan 100 ìl calibrator
diluent II untuk standart Ditambahkan me-
dium sampel yang telah disentrifugasi (50 ìl)
dan antibodi primer (50 ìl), sedangkan
penambahan protein standar sebanyak 100
ìl (Human TNF-á). Selanjutnya diinkubasi
pada pada mikroplate 96 well selama over
night pada 4°C. Plate 96 well dikeluarkan
dari refrigerator dan didiamkan pada suhu
ruang selama 30 menit. Selanjutnya dicuci
dengan washing buffer 3x @200 ìl lalu
diinkubasi dengan antibodi sekunder Goat
anti Human IgG yang berlabel biotin dalam
PBS yang mengandung BSA (Bovine Serum
Albumin) 1% (1:100) @ 100 ìl, diinkubasi
pada shaker selama 1 jam pada suhu ruang.
Dicuci dengan washing buffer 3x @ 200 ìl
dan ditetesi Strepavidin HRP (1:1500)
diinkubasi selama 40 menit pada shaker.
Dicuci dengan washing buffer 3x @200 ìl
dan diinkubasi dengan substrat buffer A dan
B @ 100 ìl selama 30 menit dalam ruangan
gelap lalu diteteskan stop reaction, selama
10 menit dan dibaca pada ELISA reader pada
ë 450 nm.
Pengamatan Jumlah Sel yang
Mengekspresikan TNF-a dengan Metode
Imunositokimia
Jumlah sel yang mengekspresikan
TNF-á dapat diketahui dengan  metode
staining immunohistochemistry. Kultur
trofoblas dicuci dengan PBS pH 7,4 selama
3x5 menit dan difiksasi dengan methanol
absolut selama ±2 menit. Dicuci kembali
dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit.
Kemudian dilakukan blocking endogenous
peroxidase dengan 3% H2O2 selama 20
menit, dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5
menit. Kemudian dilakukan blocking unspe-
cific protein dengan serum 5% FBS yang
mengandung 0,25% Triton X-100 dan
diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruang.
Kemudian dicuci dengan PBS pH 7,4 selama
3x5 menit dan diinkubasi dengan antibodi
Anti- Mouse TNF-á (1:1000) selama over-
night pada 4°C. Plate 6 well dikeluarkan dari
refrigerator dan didiamkan pada suhu ruang
selama 30 menit. Dicuci dengan PBS pH 7,4
selama 3x5 menit. Diinkubasi menggunakan
antibodi sekunder Goat Anti Mose IgG bi-
otin conjugated 1:500 (Kirkegaard dan Perry
Lab) selama 1-1,5 jam. Dicuci dengan PBS
pH 7,4 selama 3x5 menit dan ditetesi dengan
SA-HRP (Strep-Avidin Horse Radish Peroxi-
dase), diinkubasi selama 40-60 menit pada
suhu ruang. Dicuci dengan PBS pH 7,4
selama 3x5 menit dan tetesi kromogen untuk
HRP, yaitu DAB (3,3-Diamino Benzidine)
yang dilarutkan dalam DAB buffer/peroxide
(Sigma) dan diinkubasi selama30-60 menit.
Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit.
Dilakukan counterstain dengan Mayer
Hematoxylen (1:10) selama 10 menit.
Kemudian dibilas dengan air kran dan cuci
dengan akuades, dikeringkan. Dilakukan
mounting dengan entellan dan ditutup dengan
coverglass selanjutnya diamati pada
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400X.
Penyajian dan Analisis Data
Data kuantitatif kadar TNF-á hasil
ELISA dibandingkan pada setiap kelompok
perlakuan menggunakan Analisis Varian satu
arah (One Way ANOVA) menggunakan
SPSS (Statistic Package For Social Science)
versi 12 for Window. Data ekspresi TNF-á
diperoleh dengan cara menghitung nilai
positif berwarna coklat pada daerah
sitoplasma sel trofoblas yang dinyatakan
dalam bentuk persentase dan dianalisis secara
deskriptif.
Hasil dan Pembahasan
Isolasi dan Kultur Sel Trofoblas
Plasenta Manusia
Sel trofoblas yang digunakan dalam
penelitian ini diisolasi dari jaringan plasenta
manusia dengan kriteria inklusi sampel yang
berasal dari persalinan sectio caessaria dan
kondisi  kehamilan fisiologis, sedangkan
kriteria eksklusi dari sampel yang digunakan
adalah kehamilan dengan preeklampsia/
eklampsia, hipertensi, premature atau
gestasional diabetes. Jaringan plasenta
disimpan dalam medium transport cord so-
lution yang mengandung HBSS, HEPES,
NaBic-Phenol Red dan gentamicin untuk
mempertahankan kondisi fisiologis sel
trofoblas karena mengandung nutrisi berupa
asam amino, ion organik dan
mempertahankan pH fisiologis ±7.4 serta
terhindar dari kontaminasi.
Sel trofoblas yang sudah dicacah
dengan metode mekanik harus segera
dikultur paling lama 12 jam setelah proses
persalinan agar didapatkan kondisi sel yang
dapat mengalami pertumbuhan secara opti-
mal. Sel trofoblas dibersihkan dengan larutan
Phosphate Buffer Saline A (PBS-A) yang
tidak mengandung Ca2+ dan Mg2+. Sel
trofoblas yang digunakan sebagai sampel
dalam penelitian ini diperoleh dari plasenta
karena sel trofoblas merupakan sel epitel
komponen penyusun jaringan plasenta yang
berfungsi sebagai transpor nutrisi antara
maternal dan fetal. Isolasi dan kultur sel
trofoblas dilakukan berdasarkan modifikasi
dari metode isolasi secara enzimatik menurut
Jones (1996). Sel trofoblas ditumbuhkan
dalam medium M-199 yang mengandung
10% FBS (Lampiran 1) pada plate 6 well
yang dilapisi dengan gelatin (0,2 % selama
± 30-60 menit) sebagai matriks ekstraseluler.
Elizabeth, et al., (1998) melakukan kultur sel
endotel dengan dilapisi gelatin 0,2% selama
30 menit. Menurut Biological Industries
(2002), gelatin solution 0.2% berfungsi
untuk melapisi botol kultur atau plates yang
digunakan untuk menumbuhkan sel,
misalnya mouse Embrionic Stem cells.
Menurut Sigma Aldrich (2008), normal at-
tachment, pertumbuhan, dan perkembangan
dari beberapa jenis sel tergantung pada faktor
attachment dan komponen matriks
ekatraseluler. Meskipun beberapa jenis sel
mampu mensistesis komponen tersebut,
namun beberapa jenis sel yang lain
membutuhkan komponen tersebut sebagai
sumber eksogen, terutama ketika
ditumbuhkan pada medium kultur serum-
free.
Faktor attachment dan komponen
matriks ekatraseluler diperlukan untuk
memfasilitasi pertumbuhan sel, morfologi,
diferensiasi, motilitas sel, dan meningkatkan
attachment serta penyebaran sel. Beberapa
contoh faktor attachment dan komponen
matriks ekatraseluler antara lain collagen,
gelatin, fibronectin, dan laminin. Kultur sel
trofoblas diinkubasi dalam inkubator 5%
CO2 pada suhu 37 °C sampai sel mengalami
confluent selama ± 3 hari. Setelah 24 jam
media kultur harus diganti karena setelah 24
jam rentan terjadi kontaminasi. Pada
perlakuan selanjutnya, penggantian medium
dilakukan setiap 2 hari sekali. Hasil kultur
primer sel trofoblas ditunjukkan pada
Gambar 1.
Pada pengamatan di bawah
mikroskop fase kontras, gambar 1 (A)
menunjukkan kultur sel sebelum 24 jam,
sebagian kumpulan sel sudah attach
(menempel pada coverslip di dasar well)
dengan menggunakan matriks ekstraseluler
gelatin 0,2%) namun sel masih belum
mengalami perkembangan. Sedangkan pada
gambar 1 (B) kultur setelah 72 jam, sebagian
besar sel telah attach pada coverslip di dasar
well dan sel telah berkembang yang ditandai
dengan adanya perluasan sel. Hal ini
menunjukkan bahwa sel mengalami
pertumbuhan dan telah konfluen. Namun
belum didapatkan sel monolayer yang out-
growth atau keluar dari eksplan karena sel
masih terikat pada eksplan. Kumpulan sel
diduga terdapat di tepi eksplan yang bersifat
transparan. Hasil kultur yang didapatkan
pada penelitian ini sesuai dengan hasil kultur
eksplan trofoblas plasenta manusia yang
dilakukan oleh Black, et al., (2003) yang
menunjukkan kumpulan sel yang bersifat
transparan yang terletak di tepi eksplan
seperti tampak pada Gambar 2. 
Gambar 1. Morfologi kultur primer sel trofoblas
plasenta manusia (Diamati pada
mikroskop fase kontras merk
Olympus dengan perbesaran
200X). (A) sebelum 24 jam (B)
setelah 72 jam
KETERANGAN: 1 Bar = 0,1 ìm. Gambar anak
panah menunjukkan kumpulan sel yang
terletak di tepi eksplan yang bersifat transparan
 Gambar 2. Morfologi kultur eksplan trofoblas
plasenta manusia (Diamati pada
mikroskop fase kontras dengan
perbesaran 200X) setelah
diinkubasi selama 1 jam (Black et
al., 2003). Gambar anak panah
menunjukkan kumpulan sel yang
terletak di tepi eksplan yang
bersifat transparan.
Karakterisasi Sel Sitotrofoblas Plasenta
Manusia dengan Metode
Imunositokimia
Sebagian besar trofoblas tersusun
atas sel sitotrofoblas (berinti satu) dan sel
sinsisiotrofoblas (berinti banyak). Pada
penelitian ini dilakukan karakterisasi sel
sitotrofoblas melalui metode imunositokimia
dengan menggunakan antibodi monoklonal
mouse anti human cytokeratine-7 dan
antibodi sekunder goat anti mouse IgG bi-
otin conjugate dengan menggunakan
kromogen DAB (3,3- diaminobenzidine
tetrahydrochloride). Sebelum dilakukan
pengecatan, sel difiksasi terlebih dahulu
dengan menggunakan metanol absolut yang
bertujuan untuk membunuh sel tanpa
mengubah stukturnya.Karakterisasi sel
sitotrofoblas plasenta bertujuan untuk
memastikan bahwa sel yang dikultur adalah
sel trofoblas. Hal ini dilakukan karena teknik
isolasi yang digunakan pada penelitian ini
adalah teknik mekanik atau dengan cara
dicacah sehingga dimungkinkan tidak
diperoleh isolat sel trofoblas murni dan masih
terdapat beberapa jenis sel lain. Menurut
hasil penelitian Keman (2005) menunjukkan
bahwa hasil isolasi sel sitotrofoblas melalui
teknik enzimatis masih belum didapatkan sel
sititrofoblas murni karena masih ditemukan
sel sinsisiotrofoblas. Hasil karakterisasi sel
sitotrofoblas plasenta ditunjukkan pada
Gambar 3.
Gambar 3 menunjukkan bahwa sel-sel
sitotrofoblas nampak jelas terwarnai coklat
pada sitoplasmanya berdasarkan kemampuan
pengikatan terhadap kromogen DAB.
Sitoplasma sel sitotrofoblas terwarnai coklat
yang menandakan visualisasi kromogen
DAB yang berikatan dengan peroxidase pada
SA-HRP yang menunjukkan adanya ekspresi
cytokeratine pada sel sitotrofoblas. Counter-
stain Hematoxillen akan mewarnai inti sel
menjadi biru keunguan. Menurut hasil
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Keman(2005) sel sitotrofoblas dapat
dibedakan dengan sel sinsisiotrofoblas
berdasarkan kemampuan pengikatan
terhadap kromogen DAB sehingga
menunjukkan warna coklat pada sitoplasma.
Sitoplasma sel sitotrofoblas nampak jelas
terwarnai coklat yang menunjukkan adanya
ekspresi cytokeratine sedangkan sitoplasma
sel sinsisiotrofoblas akan menunjukkan
warna biru keunguan yang menunjukkan
tidak adanya ekspresi cytokeratine. Hasil
karakterisasi sel sitotrofoblas yang
didapatkan pada penelitian ini sesuai dengan
hasil karakterisasi sel sitotrofoblas plasenta
manusia yang dilakukan melalui isolasi
secara enzimatik oleh Black, et al., (2003)
yang menunjukkan sitoplasma sel
sitotrofoblas berwarna kecoklatan sedangkan
sitoplasma sel dan inti sel sinsisiotrofoblas
menunjukkan warna biru seperti tampak pada
Gambar 4.
 
Gambar 3. Karakterisasi morfologi sel
sitotrofoblas dengan antibodi
monoklonal Mouse Anti Human
Cytokeratine-7 (Diamati pada
mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400X) (A) Sitotrofoblas
(B) Sinsitiotrofoblas
KETERANGAN: 1 Bar = 0,1 ìm
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Gambar 4. Karakterisasi morfologi sel trofoblas
dengan antibody Cytokeratine-7
(A) Diamati dengan perbesaran
400X (B) Diamati pada perbesaran
960X (Black et al . ,  2003)
KETERANGAN: ST =syncytiotro-
phoblast, CT =cytotrophoblast
Menurut hasil penelitian Keman
(2005), sel-sel sitotrofoblas dapat dibedakan
dengan sel sinsisiotrofoblas berdasarkan
morfologinya dengan cara memulas protein
sitokeratin yang terdapat pada sitoplasma sel
sitotrofoblas dengan metode
imunohistokimia menggunakan antibodi
monoklonal Anti Sitokeratin PKK1 serta
antibodi sekunder mouse anti biotin conju-
gate yang menunjukkan karakteristik sel
sitotrofoblas. Sel sitotrofoblas nampak
sebagai sel-sel tunggal dengan batas sel yang
tegas, inti tunggal dengan sitoplasma amorf
(tidak beraturan) dan sitoplasma sel tampak
jelas karena terwarnai kuat kecoklatan oleh
bahan kromogen H2O2 DAB, sedangkan sel
sinsisiotrofoblas nampak sebagai kumpulan
sel dengan batas yang tidak jelas dan berinti
banyak. Hal ini sesuai dengan Black et al.,
(2003) yang melaporkan bahwa antibodi
cytokeratine-7 merupakan marker untuk
vilus sitotrofoblas. Prinsip dari
imunositokimia adalah deteksi protein
spesifik dengan menggunakan reaksi anti-
gen-antibodi. Protein target yang terdapat
pada sel akan diikat oleh antibodi primer,
kemudian antibody primer akan diikat oleh
antibodi sekunder. Biotin yang terdapat pada
antibodi sekunder akan berikatan dengan
avidin pada enzim SA-HRP membentuk
kompleks strepavidin-biotin. Kromogen
DAB akan berikatan kuat dengan
peroksidase yang terdapat pada SA-HRP
membentuk warna coklat
Pengukuran Kadar Sitokin Proinflamasi
TNF-a dengan Metode ELISA (Rosen, et
al., 1998)
Pada penelitian eksperimental ini,
kultur sel trofoblas normal dipapar dengan
glukosa tinggi 33mM selama 3 hari
diharapkan mampu menginduksi terjadinya
hiperglukosa (sebagai model hiperglikemia)
dan meningkatnya pembentukan ROS
intraseluler yang berimplikasi terhadap
terjadinya inflamasi. Terjadinya inflamasi
pada kultur sel trofoblas salah satunya
ditandai dengan terjadinya peningkatan TNF-
a yang diproduksi oleh sel. Peningkatan
kadar TNF-a dapat diukur dengan
menggunakan ELISA yang dinyatakan dalam
bentuk unit absorbansi pada panjang
gelombang 450 nm. Berdasarkan hasil
pengukuran kadar sitokin proinflamasi TNF-
a pada perlakuan hari ke-3 dengan tiga kali
ulangan didapatkan rata-rata kadar TNF-a
seperti tercantum pada Tabel 1.
Tabel 1. Rerata hasil pengukuran kadar TNF-a
pada kultur sel trofoblas dengan ELISA (n=3)
 
 Gambar 5. Rerata Konsentrasi Polifenol Teh
      hijau (mg/mL) pada sel trofoblas
Grafik rerata kadar TNF-a pada sel
trofoblas yang dipengaruhi oleh paparan
glukosa dan perlakuan polifenol teh hijau
selama 3 hari dapat ditunjukkan pada
Gambar 5. Kultur Sel Trofoblas Normal dan
Dipapar Glukosa 33 mM selama 3 hari
terhadap Kadar TNF-a dengan Metode
ELISA. Berdasarkan hasil uji statistik BNJ
(p<0.05) menunjukkan bahwa tidak ada
perbedaan signifikan pada semua kelompok
perlakuan terhadap kadar TNF-a (p>0.05).
Tabel 1 dan Gambar 5 menunjukkan bahwa
hasil pengukuran kadar TNF-a pada
kelompok paparan glukosa 33 mM (2621,00
ñg/mL ± 289,123) lebih rendah tetapi tidak
signifikan dibandingkan dengan glukosa
normal (kontrolnegatif) (2739,889 ñg/mL ±
191,668). Berdasarkan analisis tersebut
tampak bahwa pemaparan glukosa tinggi 33
mM pada kultur sel trofoblas pada hari ke-3
belum mampu meningkatkan kadar TNF-a.
Hal ini menunjukkan bahwa pada kondisi
normal (tanpa pemaparan glukosa tinggi)
terjadi produksi TNF-a. Pada kondisi basal
TNF-a diproduksi oleh tubuh, namun adanya
endotoksin atau mikroorganisme dapat
meningkatkan produksi TNF-a yang
merupakan modulator potensial pada imun
dan respon inflamasi. Selain itu, pada kondisi
kehamilan normal, terdapat produksi TNF-a
seperti yang telah dilaporkan oleh Kirwan,
et al., (2002) bahwa munculnya sitokin
proinflamatori terkait dengan kejadian seluler
yang menentukan dan memelihara
kehamilan, namun perannya secara spesifik
masih belum diketahui dengan jelas.
Pada wanita hamil yang normal,
TNF-á diduga memodulasi pertumbuhan dan
invasi trofoblas pada arteri spiral maternal.
Pemaparan glukosa 33 mM diasumsikan
sudah mampu menunjukkan kondisi
hiperglukosa yang dapat mempengaruhi
proses metabolisme ROS sehingga dapat
memicu terjadinya inflamasi pada kultur sel
trofoblas. Hal ini telah dibuktikan pada
penelitian sebelumnya oleh Khotimah
(2003), bahwa konsentrasi glukosa 33 mM
secara in vitro pada sel HUVEC’s setara
dengan 594 mg/dl yang merupakan
konsentrasi patologis jika dibandingkan
dengan kadar gula darah normal dengan
kisaran 80-120 mg/dl. Penurunan kadar TNF-
á pada sel trofoblas yang dipapar glukosa
tinggi dimungkinkan karena waktu
pemaparan glukosa tinggi dan pengukuran
kadar TNF-a pada hari ke-3 sudah melewati
batasan pengeluaran maksimal TNF-a. Hal
ini merujuk pada hasil penelitian Yang, et al.,
(1998) yang menyebutkan bahwa produksi
TNF-a dimulai setelah 6 jam dan mencapai
puncak setelah 24 jam paparan.
Oleh karena itu dimungkinkan
pemaparan glukosa pada hari ke-3 telah
mampu menyebabkan sel mengalami
adaptasi terhadap kondisi hiperglukosa
setelah sebelumnya mengalami kompensasi
dengan adanya peningkatan produksi TNF-
a setelah 24 jam paparan.  Selain itu,
kemungkinan tiap jenis sel memiliki
kemampuan metabolisme yang berbeda
terhadap glukosa seperti dilaporkan dalam
hasil penelitian Ceolotto (2007) bahwa
terjadi peningkatan produksi ROS
intraseluler pada kultur HUVEC’s yang
dipapar glukosa selama 48 jam dengan
konsentrasi 10 mmol/L dibandingkan dengan
pemaparan glukosa 5 mmol/L (normal) dan
pada penelitian yang telah dilakukan oleh
Khotimah (2003), dengan pemaparan
glukosa 33 mM selama 3 hari pada kultur
HUVEC’s menyebutkan bahwa secara in
vitro, konsentrasi glukosa 33 mM setara
dengan 594 mg/dl merupakan konsentrasi
patologis dan paparan 3 hari sudah
menyebabkan AGE yang tergolong irrevers-
ible. Glukosa masuk ke dalam sel dapat
melalui difusi pasif terfasilitasi oleh protein
transporter glukosa GLUT. Pada penelitian
ini, pemaparan sel trofoblas oleh glukosa
konsentrasi tinggi menyebabkan glukosa
masuk ke dalam sel melalui difusi pasif
berdasarkan perbedaan konsentrasi glukosa
antara media ekstraseluler dengan sel dengan
difasilitasi protein transporter glukosa
GLUT1 karena tidak terdapatnya keterlibatan
insulin. Tingginya kadar glukosa pada sel
trofoblas pada akhirnya dapat menghasilkan
suatu senyawa yang berbahaya bagi jaringan
tubuh, salah satunya adalah H2O2 dan
meningkatkan pembentukan radikal bebas
melalui berbagai mekanisme. Radikal bebas
juga mempercepat pembentukan AGEs yang
pada gilirannya menghasilkan lebih banyak
radikal bebas. Proses ini disebut autooksidasi
glukosa. Peningkatan autooksidasi glukosa
mampu menyebabkan reduksi molekul
oksigen dan menghasilkan oxygen interme-
diates. Reduksi produk-produk oksigen yang
dihasilkan reaksi autooksidasi adalah anion
superoksid (O2•–), hidrogen peroksida
(H2O2), dan radikal hidroksil (OH•) yang
sangat berbahaya oleh karena sangat reaktif
dan dapat menyebabkan kerusakan membran
sel, protein dan DNA(Halliwel dan
Gutteridge, 1998). Akumulasi H2O2 dapat
berbahaya bila terdapat bersama dengan ion
Fe2+ atau chelating agent (Lautan, 1997).
Menurut Nusindrati (2003) kadar
glukosa yang tinggi akan dimetabolisme
melalui berbagai proses, salah satunya
melalui proses glukooksidasi menghasilkan
radikal superoksida yang akan menyebabkan
stres oksidatif dan berpengaruh pada fungsi
dan integritas sel. Kondisi glukosa tinggi
akan memicu meningkatnya produksi ROS
yang turut berperan dalam diabetogenesis
dan perkembangan komplikasi lanjut dari
DM (Jakus, 2000). ROS mempunyai
implikasi pada aktivasi faktor transkripsi NF-
kB yang peka terhadap responstres oksidatif
(Haddad, 2002). NF-kB pada keadaan nor-
mal berada di sitoplasma dalam keadaan
inaktif yang berikatan dengan inhibitor kB
(IkB), aktivasi NF-kB akan berakibat
translokasi kB menuju nukleus dan bersifat
aktif (Collins dan Cybulsky, 2001). Aktivasi
NF-kB yang merupakan suatu protein yang
dapat menginduksi transkripsi beberapa jenis
gen dapat merangsang inflamasi dengan
menginduksi produksi berbagai mediator
inflamasi, seperti TNF-á. Konsentrasi
glukosa 33 mM diasumsikan sudah mampu
menstimulus peningkatan produksi TNF-a
pada sel trofoblas melalui aktivasi NF-kB.
Kondisi stres oksidatif berkaitan
dengan patogenesis beberapa macam
penyakit kronis. Stres oksidatif adalah
kondisi gangguan keseimbangan antara
oksidan dan antioksidan yang berpotensi
menimbulkan kerusakan. Menurut Zhao
(2001), stres oksidatif secara signifikan
meningkat pada diabetes karena ekspos yang
panjang pada kondisi hiperglikemia dapat
meningkatkan pembentukan radikal bebas
dan mereduksi kapasitas sistem pertahanan
antioksidan. Hiperglikemia sebagai
penyebab utama diabetes telah diketahui
sebagai suatu hal yang esensial bagi
perkembangan komplikasi diabetes. Menurut
Suparman (2003), apabila hiperglikemia
sebagai penyebab stres oksidatif ini diderita
oleh wanita hamil (biasanya disebut sebagai
peristiwa gestation Diabetes Mellitus), maka
kondisi ini tidak hanya membahayakan ma-
ternal namun juga akan membahayakan janin
yang dikandungnya. Pada keadaan normal,
terdapat keseimbangan antara oksidan dan
antioksidan. Bila keseimbangan ini beralih
ke arah  kelebihan oksidan, maka keadaan
ini disebut stres oksidatif.
Menurut Lautan (1997), proses
metabolisme tubuh cenderung menghasilkan
berbagai oksidan kuat, misalnya radikal
hidroksil merupakan oksidan yang paling
toksik karena dapat bereaksi dengan
bermacam-macam senyawa elementer seperti
protein, asam nukleat, lipid dan lain-
lainsehingga dapat dengan mudah dan cepat
merusak struktur sel ataujaringan serta
memicu terjadinya inflamasi yang
berimplikasi pada patologis. Kadar TNF-a
yang diberi perlakuan polifenol teh hijau 0,1
mg/mL pada glukosa normal (2804,33 ñg/
mL ± 66,583) lebih tinggi tetapi tidak
signifikan daripada kontrol negatif (2739,889
ñg/mL ± 191,668). Namun pada perlakuan
glukosa normal serta polifenol the hijau
dengan konsentrasi 0,2 dan 0,4 mg/ml pada
terjadi penurunan kadar TNF-a berturut-turut
sebesar (2513,222 ñg/mL ± 194,403) dan
(2592,111 ñg/mL ± 41,141) dibandingkan
dengan kontrol negative (2739,889 ñg/mL ±
191,668) meskipun tidak signifikan (p>0.05)
berdasarkan hasil uji statistik. Perubahan
kadar TNF-a yang tidak signifikan pada
perlakuan polifenol teh hijau dan glukosa
normalmengindikasikan bahwa polifenol teh
hijau tidak bersifat toksik pada kondisi nor-
mal. Demikian halnya pada kultur yang
diberi pemaparan glukosa 33 mM serta
perlakuan polifenol teh hijau pada
konsentrasi 0,1 mg/mL (2721,000 ñg/mL ±
171,561) mengalami peningkatan kadar
TNF-a tetapi tidak signifikan dibandingkan
dengan kontrol positif (2621,000 ñg/mL ±
289,123). Namun pada perlakuan polifenol
the hijau dengan konsentrasi 0,2 dan 0,4 mg/
mL terjadi penurunan kadar TNF-a berturut-
turut sebesar (2612,111 ñg/mL ± 45,501) dan
(2566,555 ñg/mL ± 96,743) dibandingkan
dengan kontrol positif (2621,000 ñg/mL ±
289,123) meskipun tidak signifikan (p>0.05)
berdasarkan hasil uji statistik.
Hal ini menunjukkan bahwa paparan
polifenol selama 3 hari pada konsentrasi 0,1;
0,2; dan 0,4 mg/mL menghasilkan resultanse
kadar TNF-a yang tidak signifikan. Hal ini
kemungkinan disebabkan kisaran konsentrasi
perlakuan polifenol teh hijau yang diberikan
belum mampu menurunkan kadar TNF-a
pada sel trofoblas. Teh hijau terbukti
memiliki efek antioksidan baik secara in vitro
maupun in vivo.  Sebagian besar efek
antioksidan teh berasal dari fraksi polifenol.
Hal ini dibuktikan oleh hasil penelitian yang
dilakukan oleh Lin dan Lin (1997)
melaporkan bahwa pada dosis 5 dan 10
mmol/L EGCG yang diberikan secara
bersamaan dengan LPS pada tikus secara in
vivo dapat menghambat aktivasi NF-kB
sebesar 40%. Yang, et al. ,  (1998)
menunjukkan peran teh hijau sebagai anti
inflamasi, independen dari efek antioksidan
teh hijau dengan penghambatan NF-kB
sehingga menurunkan pembentukan sitokin
proinflamasi (TNF-a dan IL-1). Perlakuan
polifenol teh hijau pada konsentrasi 0,1; 0,2
dan 0,4 mg/ml yang diberikan secara
bersamaan dengan glukosa 33 mM selama 3
hari belum mampu menurunkan kadar TNF-
a secara signifikan pada kultur sel trofoblas
meskipun pada jenis sel lain menunjukkan
hasil yang berbeda. Hasil penelitian yang
telah dilakukan oleh Sianne (2006)
menunjukkan bahwa pemberian polifenol teh
hijau pada konsentrasi 0,1; 0,2 dan 0,4 mg/
ml selama 2 jam sebelum pemaparan LDL
teroksidasi 50 ìg/ml selama 30 menit telah
terbukti secara signifikan dapat menurunkan
aktivasi NF-kB dan dan ekspresi TNF-a pada
kultur sel endotel. Konsentrasi polifenol teh
hijau 0,1; 0,2 dan 0,4 mg/mL mampu
menurunkan ekspresi TNF-a secara
signifikan, meskipun pada dosis 0,2 dan 0,4
mg/mL tidak terjadi penurunan ekspresi
TNF-a yang signifikan.
Pengamatan Jumlah Sel yang
Mengekspresikan TNF-a dengan Metode
Imunositokimia
Terjadinya inflamasi pada kultur sel
trofoblas salah satunya ditandai dengan
terjadinya peningkatan jumlah sel yang
mengekspresikan TNF-a. Peningkatan
jumlah sel yang mengekspresikan TNF-a
dapat dideteksi dengan menggunakan teknik
imunositokimia. Ekspresi TNF-a pada sel
trofoblas ditandai dengan terbentuknya
warna coklat pada sitoplasma sedangkan inti
sel berwarna biru keunguan (Gambar 4.2-
4.4). Warna coklat menandakan visualisasi
kromogen DAB yang berikatan dengan per-
oxidase pada SA-HRP yang menandakan
adanya ekspresi TNF-a pada sel trofoblas.
Adanya ekspresi TNF-a yang dideteksi
melalui imunositokimia menunjukkan bahwa
memang terjadi produksi TNF- a pada sel
trofoblas baik dalam kondisi normal maupun
melalui paparan glukosa. Hasil
imunositokimia untuk mendeteksi ekspresi
TNF-a ditunjukkan pada Gambar 6.
 
Gambar 6 Hasil imunositokimia menggunakan
Anti Mouse TNF-a pada kultur sel
trofoblas (Diamati pada mikroskop
cahaya dengan perbesaran 400X)
(A) tanpa glukosa 33 mM (B)
dengan glukosa 33 mM
KETERANGAN : 1 Bar = 0,1 ìm
Berdasarkan hasil perhitungan
ekspresi TNF-a melalui analisis deskriptif
didapatkan rata-rata jumlah sel yang
mengekspresikan TNF-a seperti tercantum
pada Tabel 2.
Hasil perhitungan rerata persentase
ekspresi TNF-a pada sel trofoblas yang
dipengaruhi oleh paparan glukosa dan
perlakuan polifenol teh hijau selama 3 hari
dapat dilihat pada Gambar 7.
Tabel 2. Rerata Persentase Ekspresi TNF-a
pada Kultur Sel Trofoblas dengan
Imunositokimia
 
 
Gambar 7. Rerata Konsentrasi Polifenol Teh
Hijau pada Kultur Sel Trofoblas
Normal dan Dipapar Glukosa 33
mM selama 3 hari terhadap Jumlah
Sel yang Mengekspresikan TNF-a
dengan Imunositokimia
Hasil perhitungan menunjukkan
bahwa ekspresi TNF-a meningkat pada kultur
sel trofoblas yang dipapar glukosa tinggi
(3%) dibandingkan dengan kontrol negatif
(0%). Pada perlakuan tanpa pemaparan
glukosa 33 mM (0%) tidak terjadi perubahan
ekspresi TNF-a pada konsentrasi polifenol
0,1 (0%). Sedangkan pada konsentrasi 0,2
dan 0,4 mg/mL terdapat peningkatan ekspresi
TNF-a berturut-rurut sebesar (2% dan 5,5 %)
dibandingkan dengan kontrol negatif (0%).
Pada perlakuan polifenol 0,1 mg/mL yang
dipapar glukosa tinggi terdapat peningkatan
ekspresi TNF-a (82%) dibandingkan dengan
kontrol positif (tanpa pemaparan polifenol).
Hal ini menunjukkan bahwa pada dosis
polifenol 0,1 mg/mL belum mampu
menurunkan ekspresi TNF-a pada kultur sel
trofoblas sedangkan pada konsentrasi
polifenol 0,2 dan 0,4 mg/mL terdapat
penurunan ekspresi TNF-a (0%)
dibandingkan dengan kontrol positif (3%).
Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi 0,2
dan 0,4 mg/mL mampu menurunkan ekspresi
TNF-a.
Penelitian tentang polifenol teh hijau
menunjukkan adanya potensi antioksidan
dari bahan-bahan yang terkandung di
dalamnya yang mempunyai kemampuan
radical scavenging. Komponenkomponen
yang dikandung oleh polifenol tersebut
mempunyai kemampuan OH radical scav-
enging yang efektif pada peroksidasi lipid
nonenzimatis dan degradasi deoxyribose.
Menurut Yang, et al. ,  (1998), EGCG
merupakan salah satu bahan alam yang
diperoleh dari teh hijau yang salah satu
mekanisme kerjanya adalah inhibisi aktivasi
NF-kB. EGCG mampu menurunkan
produksi TNF-á yang diinduksi LPS pada
macrophage cell line RAW246.7 dan
makrofag peritoneal dengan memblokir
aktivasi NF-kB. Hasil yang didapatkan
melalui imunositokimia berbeda dengan hasil
yang didapatkan pada perhitungan ELISA
bahwa meskipun terjadi peningkatan
persentase jumlah sel yang mengekspresikan
TNF-a pada sel trofoblas yang dipapar
glukosa 33 mM, namun kadar TNF-a yang
dihasilkan mengalami penurunan. Demikian
halnya pada perlakuan polifenol, persentase
jumlah sel yang mengekspresikan TNF-a
hasil imunositokimia berbeda dengan hasil
pengukuran kadar TNF-a melalui ELISA.
Adanya resultanse data yang tidak signifikan
pada penelitian ini, baik nilai kadar TNF-a
maupun persentase jumlah sel yang
mengekspresikan TNF-a diamsumsikan
terkait dengan beberapa alasan, antara lain
teknik isolasi sel trofoblas yang dilakukan
secara mekanik sehingga diperoleh jenis sel
dan jumlah populasi sel yang tidak homogen.
Jadi kemungkinan sel masih belum murni dan
populasinya bersifat  heterogen. Resultanse
data tersebut menyebabkan hasil dari
penelitian ini belum mampu mendukung
hipotesis bahwa polifenol teh hijau mampu
menurunkan kadar TNF-á dan jumlah sel
yang mengekspresikan TNF-á pada kultur sel
trofoblas yang dipapar glukosa tinggi 33 mM
yang terkait dengan aktivasi NF-kB. Pada
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Lin, et al., (2002) selain berperan dalam
patogenesis GDM, peningkatan TNF-a pada
serum wanita hamil juga menunjukkan
implikasi terhadap patogenesis Fetal Growth
Restriction (FGR), premature rupture of
membranes, preterm labor dan disfungsi
endotel pada preeklampsia.
Menurut Kirwan, et al., (2002),
TNF-a merupakan predictor signifikan
terhadap resistansi insulin selama kehamilan.
TNF-á diproduksi oleh trofoblas yang
berperan dalam pertumbuhan dan invasi
trofoblas selama awal masa kehamilan.
Namun, terjadinya peningkatan produksi
TNF-á berperan pada kondisi patologis
kehamilan, misalnya terdapat peningkatan
konsentrasi TNF-á pada cairan amnion
pasien preeklampsia menunjukkan bahwa
sitokin TNF-á berperan dalam patofisiologi
preeklampsia. Munculnya sitokin
proinflamatori terkait dengan kejadian seluler
yang menentukan dan memelihara
kehamilan, namun perannya secara spesifik
masih belum diketahui dengan jelas. Pada
wanita hamil yang normal, TNF-á diduga
memodulasi pertumbuhan dan invasi
trofoblas pada arteri spiral maternal. Namun,
TNF-á juga dapat berperan pada invasi
plasenta abnormal, kerusakan sel endotel,
dan oksidatif stres. Beberapa penelitian
melaporkan bahwa konsentrasi TNF-á pada
serum mengalami peningkatan secara
signifikan pada
trimester pertama dan kedua di antara wanita
hamil yang sesudahnya berkembang menjadi
preeklampsia dibandingkan dengan
kelompok kontrol.
Kesimpulan
Perlakuan polifenol teh hijau selama 3 hari
pada konsentrasi 0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml dan
0,4 mg/ml sebagai antioksidan eksogen pada
kultur sel trofoblas yang dipapar glukosa
tinggi 33mM tidak mempengaruhi
penurunan produksi TNF-á secara signifikan.
Saran
1. Perlu dilakukan isolasi sel trofoblas secara
enzimatis agar didapatkan populasi sel
yang homogen dan kepadatan sel yang
terkontrol.
2. Perlu dilakukan observasi lebih lanjut
tentang kisaran dosispolifenol teh hijau
yang digunakan dalam pemaparan sel
trofoblas
3. Perlu dilakukan perubahan waktu
perlakuan yang dibutuhkan untuk
mengetahui perubahan kadar TNF-á, yaitu
antara 6-24 jam setelah perlakuan karena
pada waktu tersebut terjadi respon berupa
produksi TNF-á yang optimal
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